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RÉSUMÉ 
Les thiazolidinediones (TZDs) sont des médicaments antidiabétiques (agonistes des 
récepteurs nucléaires de type PPARy) utilisés au cours des dix dernières années pour le 
traitement du diabète de type II. Malheureusement leur utilisation peut provoquer, chez 
certains patients, une rétention accrue de fluides et une formation d'œdèmes rénaux. Des 
études récentes suggèrent l'implication d'un canal sodique épithélial (ENaC), exprimé au 
niveau du tubule collecteur rénal, dans ces effets secondaires. En effet, la stimulation des 
PPARy par les TZDs activent les canaux sodiqués épithéliaux probablement via 
l'expression et l'activation de SGK1 (Sérum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1). 
Sachant que les transports des ions sodiques et potassiques sont étroitement liés au niveau 
rénal, notre objectif est de déterminer si les TZDs seraient impliqués dans la régulation 
des canaux potassiques (ROMKl). Nous montrons qu'en traitant les ovocytes de xénopes 
exprimant ROMK et PPARy, avec un TZDs comme la rosiglitazone (RGZ), le courant 
potassique mesuré par voltage-clamp (TEVC) est augmenté de deux fois. Cette 
augmentation est bloquée par l'utilisation d'un antagoniste de PPARy, le GW9662. Nous 
démontrons aussi l'implication de SGK1 dans la régulation de l'activité des canaux 
ROMKl d'une part en mutant son site de phosphorylation sur ROMKl (sérine 44) et 
d'autre part en utilisant son inhibiteur, GSK. Finalement les expériences 
d'immunofluorescences ont montré un recrutement de ROMKl à la membrane des 
ovocytes traités à la RGZ. L'ensemble des données présentées dans ce travail suggère que 
la RGZ augmente le courant potassique en augmentant l'expression de SGK1. 
Mots clés : ROMKl, PPARy, SGK1, rosiglitazone, oocyte, Xenopus laevis 
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1. INTRODUCTION 
1.1. CLASSE DES CANAUX POTASSIQUES 
Selon le modèle de la mosaïque des fluides présenté par Singer et Nicholson (Singer S.J. 
et Nicholson G.L., 1972), la membrane cellulaire est composée d'une bicouche lipidique 
dans laquelle sont ancrées des protéines et des glycolipides. De part et d'autre de cette 
barrière, il existe une répartition inégale des ions. Par exemple, le Na+ est le cation 
dominant au niveau extracellulaire avec une concentration de 140 mM. À l'intérieur de la 
cellule, c'est l'ion potassium (K4) qui est le cation majoritaire. Grâce aux différents types 
de transports membranaires, la membrane plasmique présente une perméabilité vis-à-vis 
différents ions, tels que le K+, le Na+, le Ca2+et le Cl". 
La répartition du sodium et du potassium de part et d'autre de la membrane est 
principalement due au transport actif de ces deux cations par la pompe Na+/K+- ATPase, 
qui maintient le gradient électrochimique de la cellule. 
Les canaux ioniques jouent différents rôles dans la physiologie de la cellule tel que la 
génération du potentiel d'action ou encore le maintien du potentiel membranaire au 
repos. Ils sont également impliqués dans le contrôle de l'homéostasie de l'organisme en 
régulant la réabsorption et la sécrétion des différents ions. Ces protéines 
transmembranaires jouent également un rôle important dans la régulation du volume 
cellulaire et la sécrétion d'hormones. Les canaux ioniques peuvent être classés selon leurs 
propriétés biophysiques tels que la conductance, la dépendance au voltage ou encore la 
sélectivité ionique. Ainsi on parle de canaux à grande ou petite conductance, ceux 
dépendants ou non du voltage et puis les canaux sodiques, chlorures, calciques et aussi 
les canaux potassiques. Ces canaux sont exprimés aussi bien dans les membranes des 
cellules excitables telles que les cellules cardiaques, nerveuses ou musculaires ou dans les 
cellules épithéliales. 
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Les canaux potassiques sont divisés en trois grandes classes qui différent par leur 
structure, leur fonction et leur mode de régulation. Ainsi on trouve les canaux potassiques 
à 6TM voltage-dépendants (Kv) et/ou activés par le calcium, les canaux à 2 domaines P 
(4TM) et les canaux à 2TM à rectification entrante (Kir) (Figure 1). 
Canaux potassiques Canaux à 2 domaine» P 
TASK2 TASC3 tT, TASKt UXlk, 
TREK1 TRQC2 KCNK7 ÏWHtl TW1K2 THHC2ICT3 TWIK1 
Canaux à rectification 
rentrante Kir7.1 
«ri 
Kirl .3 Kirl .3 
KlrS.I KJf2.4 
m 
KIT3.1 
Kir6.1 Kîr&Z 
KCNAIO Kvl.7 Kvl.4 
Wii Kv 1.2 
VlJS Kv3*4 Kv3.2 
Kvfï.1 kv3'l 
m 
Kv9.3 
.3 Kv4.^ 2 K .^1 WKV6.2 Kn*.3 KvSa 
KGNQ2 KCNQ3 KCN03 ^ 
KCNQ4 
Canaux voltage-dépendants 
et canaux calcium-dépendants 
Figure 1 : Arbre phylogénénique représentant les membres des trois grandes classes 
des canaux potassiques regroupés selon leur homologie structurale et leurs 
propriétés électrophysiologiques. 
(http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Canal+Potassique+Kcnq3&lang=4) 
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1.1.1. Canaux K4 à 6TM, voltage-dépendants (Kv) et/ou activés par le calcium 
Comme leur nom l'indique, l'activité de ces canaux dépend de la valeur du potentiel de 
membrane. Cette classe forme des canaux dépendant du voltage, des canaux Ca2+-
sensibles et des canaux cationiques activés par hyperpolarisation. Au niveau structural, ils 
possèdent 6 segments transmembranaires, SI à S6, reliés entre eux par des boucles intra-
et extracellulaires. Les parties N et C-terminales sont localisées du côté cytoplasmique. 
La boucle extracellulaire entre les segments S5 et S6 (figure 1), est impliquée dans la 
formation du pore. Des études sur la relation structure-fonction ont révélé que le segment 
S4 était responsable de la sensibilité au potentiel (Dolly et Parcej 1996). Les canaux 
potassiques voltage-dépendants jouent un rôle important dans la phase de repolarisation 
du potentiel d'action et dans la propagation de l'influx nerveux. Ils s'activent et 
s'inactivent lentement et sont présents au niveau de la plupart des cellules excitables mais 
également au niveau des cellules non-excitables comme le lymphocyte T dont l'action est 
essentiel à la réponse immune. 
1.1.2. Canaux potassiques à 2 domaines P 
Ces canaux potassiques ont été clonés il y a plus d'une dizaine d'années (Lesage et al. 
1996a, Lesage et al. 1996b, Fink et al. 1996b, Lesage et al. 1997, Duprat et al. 1997, Fink 
et al. 1998, Reyes et al. 1998), ils ont été observés dans plusieurs zones du système 
nerveux central. Ils sont caractérisés par la présence de 2 domaines P pour chaque sous-
unité protéique, ce qui permet de supposer qu'un canal fonctionnel est composé de 
l'assemblage de 2 sous-unités au lieu de 4 (Lesage et al. 1996). 
Les canaux potassiques à 2 domaines P sont appelés aussi canaux de fond, ils n'ont pas de 
seuil d'activation et n'obéissent qu'à la loi de Pélectrodifïusion. La plupart de ces canaux 
ne présentent pas de cinétique d'activation ni d'inactivation. Une des particularités 
fonctionnelles de ces canaux est l'absence ou le faible effet des bloqueurs potassiques 
classiques (TEA, Ba2+, Cs+, 4-AP). Ces canaux semblent être régulés par des récepteurs 
couplés aux protéines G, ils peuvent être dépendants du pH, activés par les acides gras 
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ainsi que par le stress mécanique. Peu d'études décrivent les propriétés biophysiques des 
courants de fond de mammifères et la pharmacologie de ces canaux est pratiquement 
inconnue (Lesage et al. 1996). 
1.1.3. Canaux à rectification entrante (Kir) 
Les canaux potassiques de type inward rectifier (Kir) sont des tétramères de quatre sous-
unités identiques (homotétramères) ou distinctes (hétérotétramères). Chaque sous-unité 
est formée de deux domaines transmembranaires liés par une boucle extracellulaire 
(Nichols et Lopatin, 1997 ; Doupnik et al., 1995). Les canaux Kir sont dits rectifiants 
entrants car ils favorisent le courant entrant par rapport au courant sortant. En d'autres 
termes, ils conduisent plus le courant potassique quand le potentiel de membrane est 
hyperpolarisé. Cette propriété résulte principalement d'un blocage voltage-dépendant des 
courants sortants par des cations cytoplasmiques divalents, essentiellement le Mg2+. 
Plusieurs etudes ont montré que les ions Mg2+ entrent dans le pore sous l'effet du voltage 
et empêchent ainsi l'efïlux de K+ (Nichols et Lopatin, 1997 ; Doupnik et al., 1995) 
(Figure 2). 
4 
fMy®*J <mM> 
l<nA) 
100 
•o 
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Figure 2 : Le magnésium intracellulaire est responsable de la rectification entrante. 
Les ions Mg2* bloquent la sortie des ions K+ du canal Kirl.l lorsque le potentiel est 
positif et ce d'autant plus que la concentration de Mg2+ est élevée. La rectification dépend 
du potentiel puisque seuls les courants sortants sont affectés (Ashcroft, 2000). 
1.2. CANAUX POTASSIQUES ROMK 
1.2.1. Physiologie et physiopathologie des canaux ROMK 
a. Caractéristiques et structure-fonction de ROMK 
Rénal Outer Medullary K chaxmel ou ROMK est une protéine homotétramère exprimée à 
la surface de la membrane apicale des cellules épithéliales à jonctions serrées. Elle joue 
un rôle primordial dans la sécrétion du potassium au niveau rénal. Des études établies sur 
des ovocytes de Xenopes montrent que le canal ROMK est caractérisé par sa haute 
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sélectivité pour le K+. Le canal est également caractérisé par une conductance unitaire de 
l'ordre de 35 pS, des temps d'ouverture et de fermeture relativement longs de l'ordre de 
la seconde. Le canal ROMK a deux états de fermeture le premier est très cout (1 ms), le 
deuxième est plus long (40 ms). Le canal ROMK peut être bloqué par le Ba2+ ou par le 
tetraethylammonium (TEA) (Ho et al., 1993; Nichols et al., 1994; Palmer et al., 1997). 
Le canal ROMK est formé de quatre sous-unités identiques (Figure 3B) qui ont chacune 
deux segments transmembranaires (TM1 et TM2) reliés entre eux par une large boucle 
extracellulairë et une partie cytoplasmique qui contient les extrémités N et C-terminales 
comportant plusieurs sites de régulation. (Figure 3 A) 
Il existe trois isoformes du canal ROMK, ROMK1, 2 et 3, exprimés tojit au long du 
néphron et ils ont les mêmes propriétés et modes de régulation. Les trois isoformes de 
ROMK se différencient par différentes séquences d'acides aminés au niveau N-terminal 
(Boim et al., 1995; Shuck et al., 1997; Zhou et al., 1994) (Figure 3C). L'isoforme 
ROMK2 est largement le plus distribué, il est exprimé dans tous les segments sauf au 
niveau du tubule collecteur de la médulla externe (OMCD). ROMK1 est localisé au 
niveau du tubule collecteur cortical et de la médullaire externe (CCD et OMCD). Le 
canal ROMK3 est exprimé dans la partie corticale et médullaire de la portion large de la 
branche ascendante de l'anse de Henle (CTAL et MTAL), et le tubule contourné distal 
(DCT) (Wang, 1999). 
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R0MK1 (Kir1.1a) 
ROMK2 (Kir1.1b) 
R0MK3 (Kirl.lc) 
MNASSRNVFDTLIRVLTESMFK 
MFK 
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R0MK1 R0MK2 R0MK3 
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m 
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Figure 3: Distribution des isoformes de ROMK au niveau du néphron. ROMK est 
constitué de deux segments transmembranaires, une large boucle extracellulaire et des 
extrémités N et C-terminaux cytoplasmiques (A), il forme des complexes 
homotétramériques (B). Les isoformes ROMK1-3 sont exprimés tout au long du néphron 
(C). DCT: distal convoluted tubule; CNT: connecting tubule; CCD: cortical collecting 
duct; cTAL: cortical thick ascending limb; OMCD: outer medullary collecting duct; 
mTAL: medullary thick ascending limb. (Welling et Ho, 2009) 
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Les canaux potassiques ROMK stabilisent le potentiel membranaire de repos proche du 
potentiel d'équilibre du potassium et ils assurent le transport d'ions K+ à travers les 
membranes. 
• Us permettent la recirculation extensive du potassium. La concentration du 
potassium dans le fluide tabulaire entrant dans l'anse ascendante (2 à 5 mM) est assez 
basse en comparaison avec celles du sodium ou du chlorure. Cette concentration de 
potassium serait insuffisante pour permettre la réabsorption du sodium à un taux 
physiologique. Ce n'est que grâce à la recirculation du potassium vers la lumière qu'un 
transport adéquat de sodium peut avoir lieu. En conséquence, la fermeture des canaux 
potassique diminue la réabsoiption du sodium alors qu'une augmentation de leur activité 
augmente la réabsorption sodique (Wald et al., 1998). 
• Ils jouent un rôle dans la génération du potentiel luminal positif. La voie 
paracellulaire est perméable au sodium, au potassium, au calcium et au magnésium. Ainsi 
le transport de ces ions chargés positivement dépend du potentiel électrique. Il a été 
démontré qu'une diminution de la perméabilité apicale au potassium, non seulement 
abaisse le potentiel luminal positif mais a aussi pour conséquence de réduire la 
réabsorption d'une quantité substantielle de sodium, de chlorure, de calcium et de 
magnésium (Wald et al., 1998). 
L'utilisation d'un anticorps polyclonal ROMK-spécifique a suggéré une localisation des 
canaux ROMK au niveau de la membrane apicale, ce qui concorde avec le rôle du canal 
ROMK dans la sécrétion de potassium. Une étude précédente a démontré que le canal 
ROMK joue un rôle important dans la sécrétion du potassium au niveau du TAL et du 
CCD (Wald et al., 1998). 
• Le canal ROMK joue aussi un rôle clé dans la sécrétion du potassium dans le 
CCD. La sécrétion de potassium survient par l'entrée de K+ dans la cellule à travers la 
membrane basolaterale via la Na-K-ATPase. 
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Le canal ROMK fournit le trajet important au mouvement de potassium à travers la 
membrane apicale du CCD. Cette notion a été soutenue par les travaux de Deschênes et 
collaborateurs qui ont pu montrer que des mutations du canal ROMK provoquent une 
sécrétion rénale de potassium défectueuse dans le rein néo-natal humain (Deschênes et 
al., 2002). 
b. ROMK et la physiopathologie 
Les canaux potassiques ROMK sont un élément important du fonctionnement des 
cellules épithéliales rénales, spécifiquement au niveau de la branche ascendante de l'anse 
de Henlé et du tube collecteur cortical. Leur rôle n'est pas limité seulement à la 
régulation de la sécrétion de potassium. Les processus de transport de potassium et de 
sodium sont étroitement couplés. Au niveau de la branche ascendante de l'anse de Henlé, 
la réabsorption du sodium par le cotransporteur Na/K/2C1 est dépendante de la sécrétion 
du potassium par les canaux ROMK (gène KCNJ1). Des mutations dans le gène KCNJ1 
codant les canaux ROMK sont responsables de maladie héréditaire chez l'homme et chez 
la souris tel que le syndrome de Bartter type II (Hebert et al., 2005). 
Le syndrome de Bartter est un désordre du tubule rénal caractérisé par des rejets salés, 
une hypokaliémie et une alcalose métabolique. Les mutations de ROMK qui ont été 
analysées fonctionnellement révèlent soit une abolition soit une diminution marquée des 
courants potassiques générés par les canaux ROMK (Derst et al., 1997). 
Une réduction de la réabsorption de sodium et de potassium le long de l'anse de Henle 
mène à une augmentation massive de la quantité de ces solutés qui parviennent dans 
l'urine. Cette quantité excède la capacité des segments du néphron à réabsorber l'eau et 
les chlorures de sodium et de potassium. L'hypovolémie sévère active l'axe rénine-
angiotensine-aldostérone, ce qui peut contribuer au développement de l'alcalose 
métabolique. Cette dernière anomalie sera encore aggravée par la perte de potassium et 
l'hypokaliémie. 
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Les investigations basées sur des études génétiques de liaison par Simon et ses associés 
ont identifié trois altérations spécifiques des systèmes de transport associées au 
phénotype de la maladie de Bartter (Simon et Lifton, 1996 ; Tremblay et al., 2007 ; 
Deschênes et al., 2002) 
1.2.2. Régulation de l'activité du canal ROMK 
L'expression et la fonction des canaux potassiques ROMK sont régulées par un grand 
nombre de facteurs comme le pH intracellulaire, la vasopressine, le phosphatidylinositol-
4,5-biphosphate (PIP2), les kinases, les niveaux d'ATP intra- et extracellulaires ainsi que 
les molécules sulfonylurées (glibenclamide, tolbutamide). 
L'activité des canaux potassiques ROMK est sensible au changement du pH 
cytoplasmique. Au niveau de l'ovocyte de xénope, l'équipe de Choe a montré qu'une 
diminution de 7.4 à 7 du pH cytoplasmique réduit la probabilité d'ouverture du canal 
(O'Connell et al, 2005; Choe et al., 1997). La mutation du résidu Lys-80 situé au niveau 
N-terminal des canaux ROMK abolie la sensibilité de ROMK au pH (Choe et al., 1997). 
D'autres résidus sont également impliqués dans la modulation de la sensibilité du pH sur 
ROMK; Thr-51 et Arg-41 au niveau N-terminal (Choe et al., 1997; Schulte et al., 1999) 
et Arg-311 au niveau C-terminal (Schulte et al., 1999). 
La vasopressine (AVP, arginine-vasopressine) se lie à son récepteur basolatéral (VR2) 
des cellules du tubule collecteur. Cela permet, par l'intermédiaire d'une protéine G, 
d'activer une adenylyl cyclase qui produira une augmentation du taux d'AMPc 
intracellulaire (Ausiello et al., 1987). L'AMPc active des protéines kinases de type A qui 
phosphorylent les aquaporines AQP2. Ces dernières, initialement présentes dans dés 
vésicules cytoplasmiques, migrent vers la membrane apicale où elles facilitent le passage 
de l'eau à travers les cellules du tube collecteur. La vasopressine est également 
responsable de la régulation de l'activité du canal ROMK. Cassola et ses collaborateurs 
ont montré que la vasopressine induit une augmentation de l'activité des canaux 
potassiques des cellules principales au niveau du tubule collecteur chez les rats par une 
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stimulation de la protéine kinase dépendante à l'AMPc (Cassola et al., 1993). En 2005, 
l'équipe de Vallon a également montré que la vasopressine va agir sur la perméabilité du 
tubule collecteur au potassium en augmentant le nombre de canaux ROMK à la surface 
membranaire (Vallon et al., 2005). De plus, la AVP agit également à long terme en 
augmentant l'expression de ROMK dans le rein (Vallon et al., 2005). 
PIP2 (phosphatidylinositol phosphates) agit comme un activateur avec un processus qui 
stabilisera les canaux ROMK dans un état conformationel ouvert (Huang et al., 2007). Il 
a été montré que la mutation de l'arginine 176 au niveau C-tenninal du canal KATP 
accélère le rundown et réduit la capacité du PIP2 à inverser cette tendance, ce qui suggère 
que cette arginine fait partie du site de liaison des lipides (Fan et Makielski, 1997). Une 
mutation équivalente dans le canal ROMK réduit l'affinité du canal pour le PIP2 (Huang 
et al., 1998). Étant donné que les cations polyvalents sont capables de s'opposer à 
l'activation du PIP2, probablement en masquant des surfaces chargées négativement, des 
interactions électrostatiques doivent être impliquées (Fan et Makielski, 1997). De plus, le 
PIP2 interagit avec d'autres agents qui modulent l'activité des canaux ROMK. 
Des études sur les ovocytes de xénope suggèrent que CFTR est nécessaire à l'inhibition 
de ROMK par l'ATP cytosolique et la glibenclamide. Les études concernant l'effet de 
CFTR sur la fonction de ROMK laissent penser d'une part, que l'interaction de ces 
protéines se fait via des protéines à domaine PDZ comme NHERF (Yoo D. et al., 2004), 
et d'autre part, que cet effet requiert le TMD1, le NBD1 et le domaine R de CFTR (Cahill 
P. et al., 2000). L'équipe d'Hebert a aussi montré que la protéine CFTR située à la 
membrane plasmique apicale confère la sensibilité de ROMK à l'ATP dans le rein de 
souris (Lu M. et al., 2006 ). La co-expression de CFTR avec le canal ROMK au niveau 
de l'ovocyte de xénope apporte une sensibilité du canal au glibenclamide, suggérant ainsi 
une interaction de ROMK avec CFTR. Il a été montré que les le canal KATP est exprimé 
dans les ovocytes de xénope, ce qui suggère que la sensibilité de ROMK au 
glibenclamide peut être due à la présence de KATP endogène. Quand les canaux ROMK 
sont exprimés seuls dans les ovocytes, l'augmentation de la concentration de Mg-ATP 
inhibe partiellement le courant potassique (McNicholas et al., 1996). La co-expression de 
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ROMK avec CFTR augmente la sensibilité du courant généré par ROMK au Mg-ATP et 
induit son inhibition par Mg-ATP (>2 mM) dans les ovocytes (Ruknudin et al., 1998). En 
effet, l'augmentation de l'ATP intracellulaire inhibe l'activité des canaux sensible à 
l'ATP par une interaction directe avec le pore des sous-unités de ROMK (Drain et al., 
1998). 
La phosphorylation du canal ROMK par des kinases peut affecter son activité et sa 
densité à la surface. Les canaux ROMK peuvent être phosphorylés soit par les sérines-
thréonine kinases (PKA, SGK1 et PKC) ou par la tyrosine kinase (PTK). Il a été montré 
que ROMK peut être phosphorylé par la PKA au niveau de la sérine 44 en N-terminal, et 
sur deux autres sites en C-terminal (Xu et al., 1996). La sérine 44 peut être également 
phosphorylée par la SGK1 (Xu et al., 1996). La phosphorylation de ROMK par la PKA 
et/ou la SGK1 est responsable de l'activation du canal. Cette activation est due soit à une 
activation des canaux inactifs existant à la membrane et/ou à une augmentation de 
l'expression et de la translocation des canaux ROMK au niveau membranaire. Les 
canaux ROMK peuvent aussi être phosphorylés par la PKC en trois sites différents 
(Figure 4). La PKC inhibe les canaux potassiques ROMK en diminuant leur sensibilité au 
PDP2. Finalement, les canaux ROMK peuvent être phosphorylés par PTK en stimulant 
leur endocytose, ce qui induit une diminution du courant potassique. (Yoo et al. 2003) 
(Figure 4). 
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Figure 4 : Sites d'interaction des kinases avec ROMK. PKA : protein kinase A ; PKC : 
protein kinase calcium-dépendente ; PTK : protein tyrosine kinase ; SGK : semm and 
glucocorticoid-regulated kinase (Yoo, 2003). 
Les canaux ROMK1 sont exprimés au niveau du tubule collecteur rénal, plus précisément 
dans la membrane apicale. À ce niveau du tubule collecteur cortical une réabsorption de 
sodium est effectuée par les canaux sodiques épithéliaux ENaC, accompagnée d'une 
réabsorption d'eau par les aquaporines2 (AQP2). La réabsorption du sodium favorise 
ainsi la sécrétion de potassium via les canaux potassiques ROMK-1 au niveau apical. 
Cette réabsorption est également accompagnée d'une augmentation de l'activité de la 
pompe Na+/K+-ATP&se et une diminution de la réabsorption de potassium au niveau 
basolatéral (Giebisch, 1998; Noulin et al., 2001) (Figure 5). 11 a été récemment démontré 
que la présence des PPARy à ce niveau pourrait impliquer une augmentation de l'activité 
apicale du tubule collecteur et une réabsorption d'eau et de sodium (Song et al., 2008; 
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Tiwari et al., 2008; Renauld et al., 2010), en conséquence ce phénomène provoque une 
réduction massive du contenu en eau et en sodium dans l'urine et une augmentation dans 
le sang. Ce phénomène sera détaillé à la section Rôles physiologiques et 
physiopathologiques des PPARy. 
collecteur 
Figure 5 : Schéma représentant les mécanismes impliqués dans la réabsorption 
hydro-sodique au niveau du néphron. 
13. RECEPTEURS NUCLÉAIRES PPAR gamma 
13.1. Généralités des récepteurs nucléaires PPAR 
Le "Peroxisome Proliferator Activated Receptor" (PPAR) est une protéine qui appartient 
à la superfamille des récepteurs nucléaires (Figure 6) agissant comme facteur de 
transcription des gènes cibles. Les récepteurs nucléaires sont impliqués dans divers 
processus cellulaires et membranaires tels que la reproduction, le développement et le 
métabolisme. Les PPARs sont impliqués dans le métabolisme lipidique et dans le 
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transport du sodium au niveau rénal plus précisément au niveau du tubule collecteur 
cortical. 
Les PPARs sont caractérisés par un mode de fonctionnement qui repose sur trois grands 
principes. Ils lient un ligand sous la forme d'un hétérodimère (LI et al., 2002). Ils 
subissent des modifications covalentes sous forme de phosphorylations régulées par des 
événements au niveau du cycle cellulaire (Zhang et al., 1996). Ils peuvent également 
interagir avec d'autres facteurs de transcription via des interactions protéines-protéines 
(Nolte et al., 1998). 
SF-1 
0AX-1 ' 
Figure 6 : Représentation de l'arbre phylogénique des membres de la superfamille 
des récepteurs nucléaires regroupés par leurs fonctions dans l'organisme. (Modifié 
d'après Bookout et al., 2006) 
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a. Structure des PPARs 
Les PPAR sont divisés en quatre domaines fonctionnels indépendants mais qui 
interagissent entre eux. Plusieurs domaines sont connus; un domaine modulateur A/B, un 
domaine de liaison à l'ADN (DBD) appelé aussi domaine C, un domaine qui sert de 
charnière D et un domaine de liaison du ligand (LBD) ou domaine E/F (Evans, 1988) 
(Figure 7). 
Le domaine A/B contient la fonction de transactivation ligand-indépendantes AF-1 et est 
caractérisé par une grande variabilité en terme de longueur et de séquence. Le domaine C 
est responsable de la liaison à l'ADN : il interagit avec l'ADN via ses deux doigts de zinc 
qui contiennent la boite P, pour la reconnaissance de l'élément de réponse et la boite D, 
pour la formation de l'hétérodimére. Le coté carboxy-terminale est impliquée dans les 
interactions protéines-protéines et protéines-ADN. Le domaine D est qualifié de région-
charnière et permet les changements de conformation du domaine de liaison du ligand 
ainsi que l'exposition de la surface d'interactipn des cofacteurs. Le domaine E/F est 
responsable de la liaison au ligand et contient la fonction de transactivation AF-2, qui est 
ligand-dépendante. Le domaine E/F permet le recrutement de plusieurs co-activateùrs et 
co-répresseurs essentiels à la régulation de l'activité transcriptionnelle des PPARs. 
Figure 7: Les domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires PPARs. Les PPAR 
sont composés de quatre domaines fonctionnels : le domaine A/B, le domaine de liaison à 
l'ADN (C), la région charnière (D) et le domaine de liaison du ligand (E/F). (Evans, 
1988) 
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b. Mécanisme d'action des PPARs 
Les PPAR peuvent être activés par la liaison de certains acides gras ou par les 
thiazolidinediones (TZD). Après la liaison du ligand, les PPARs forment un hétérodimère 
avec les récepteurs de l'acide rétinoïque 9-cis (RXR) et l'hétérodinière se fixe sur un des 
éléments de réponse spécifiques PPREs au niveau du promoteur de leurs gènes cibles afin 
d'activer le processus de transcription (Tontonoz et al., 1994; Juge-Aubry et al., 1997). 
L'élément de réponse des PPARs le plus connu consiste en deux demi-sites de répétitions 
directes séparés par un nucléotide (Kliewer et al., 1992; Palmer et al., 1995). La présence 
des co-régulateurs est essentielle à l'activité de cette famille de récepteurs nucléaires 
(Nolte et al., 1998). En absence du ligand, les PPARs inhibent, sous les niveaux de base, 
l'expression des gènes cibles en se liant à des co-répresseurs (Hu et Lazar, 2000). En 
présence du ligand, ils recrutent des co-activateurs via leur domaine AF-2 et stimulent la 
transcription des gènes cibles (Puigserver et al., 1998; Tomaru et al., 2006) (Figure 8). 
PPAR» 
ligands 
9-cis-RA 
RNA Pofymerase 
PPRÊ 
Insulin sensitizing 
Anti-proliferative 
Anti-fibrotic 
AntJ-inflammatory 
Figure 8: Schéma représentant le mode d'action des PPARs (Wu et al., 2009) 
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1.3.2. Principales classes de PPARs 
Les PPAR existent sous trois isoformes majeures, les PPAR alpha, delta et gamma qui 
sont associées à l'homéostasie énergétique et au métabolisme des lipides. Chacune de ces 
isoformes a une fonction bien spécifique. 
PPARa est une protéine de 468 acides aminés exprimée fortement au niveau du cœur, du 
muscle, du foie et des reins (Mukheijee, 1994). PPARS est une protéine de 441 acides 
aminés, exprimée de façon ubiquitaire, mais on la retrouve surtout au niveau du placenta 
et du muscle squelettique (Skogsberg, 2000). Les PPARS et les PPARa ont une 
homologie de 86% au niveau du domaine C et une homologie de 70% au niveau du 
domaine de liaison au ligand. 
PPARy joue un rôle majeur dans plusieurs phénomènes reliés à l'adipogénése, dont la 
distribution et l'oxydation des graisses, le métabolisme du glucose et celui des lipides 
(Ferré, 2004; Shulman et Mangelsdorf, 2005). On trouve deux formes de PPARy, 
PPARy 1 et PPARy2. La forme 2 est fortement exprimée dans le tissus adipeux, alors que 
l'expression de PPARyl est très élevée au niveau du rein, plus particulièrement dans les 
tubules proximaux, les cellules mésangiales des tubules collecteurs et dans les 
fibroblastes corticaux (Guan et al., 1997; Yang, 1999). Le domaine C de PPARyl montre 
une homologie de 83% avec celui de PPARa mais l'homologie avec le domaine de 
liaison du ligand (LBD) n'est que de 63% (Kliewer et al., 1998). La protéine PPARy2 
possède 28 acides aminés à l'extrémité N-terminale de plus que PPARyl (Fajas et al., 
1997). 
1.3.3. Rôles physiologiques et physiopathologiques des PPARy 
PPARy est un récepteur nucléaire jouant plusieurs rôles. Son implication dans le 
processus de différenciation cellulaire associé à l'adipogenèse mène à étudier son rôle 
dans la régulation des niveaux de la glycémie et de la lipidémie sanguine dans les 
diabètes non insulino-dépendants. La protéine est impliquée dans d'autres maladies 
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humaines telles que l'athérosclérose ou certaines formes de cancer comme le cancer de 
colon, de la prostate ou de la thyroïde (Michalik et al., 2006) . Par contre, leurs fonctions 
au niveau du rein restent encore mal connues. 
Les thiazolidinediones sont une nouvelle classe de médicaments antidiabétiques 
découverts au cours des 10 dernières années et utilisée pour le traitement du diabète de 
type 2 (Cantello et al., 1994; Lehmann et al., 1995). Leur effet majeur consiste à faciliter 
la diminution de la glycémie en favorisant une meilleure sensibilité à l'insuline 
(Lehmann, 1995). Parmi les classes des thiazolidinediones on trouve par exemple la 
Pioglitazone, la Rosiglitazone, le 15dPGJ2, le GW7845, la Troglitazone et Farglitazar 
(Figure 9). 
Deux types de médicaments antidiabétiques se trouvent dans le marché sous le nom de 
Avandia et Rezulin qui sont respectivement de la Rosiglitazone et de la Pioglitazone 
(Mudaliar, 2001). 
Figure 9 : Structure des différentes classes des thiazolidinediones (Day, 2001). 
Malheureusement l'utilisation des thiazolidinediones est accompagnée de plusieurs effets 
secondaires indésirables. Elle est notamment associée à une augmentation de la pression 
artérielle de manière précoce. Chez la majorité des patients traités aux thiazolidinediones 
Pioglitazone 
Farglitazar 
troglitazone 
GW7845 
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on observe un retour de la pression artérielle à la normale après quelques semaines. Par 
contre, une rétention de fluide causée par l'augmentation du volume sanguin est 
persistante chez 15% des personnes (Hirsch et al., 1999; Thomas et al., 2001). 
Depuis quelques années, de nombreux travaux ont démontré que les mécanismes 
impliqués dans la rétention de fluide par les thiazolidinediones se trouvent au niveau 
rénal. Cette rétention de fluide pourrait impliquer une augmentation du transport tubulaire 
et me réabsorption massive d'eau et de sodium. En conséquence, ce phénomène 
provoque une réduction massive du contenu en eau et en sodium dans l'urine (Chen et al., 
2005). Plusieurs évidences démontrent l'existence d'un lien entre l'établissement de cet 
effet secondaire néfaste des thiazolidinediones et une amplitude plus importante du 
courant sodique transépithélial (Isc) (Guan et al., 2005 ; Chen et al, 2005; Tiwari et al, 
2008). En effet, une diminution de la résistance transépithéliale (RTE) des cultures 
primaires de cellules du tubule collecteur a été montrée suite à une exposition aux 
thiazolidinediones (l^M) pendant 24 heures. De plus, cette réduction de la résistance 
était accompagnée d'une augmentation du flux sodique transépithélial au niveau des 
cultures de cellules primaires du tubule collecteur (Zhang et al., 2005). 
Il est bien établi que la régulation fine de la réabsorption du sodium au niveau rénal se 
situe dans le néphron distal et que le canal sodique épithélial, la pompe Na/K ATPase 
ainsi que les protéines associées jouent un rôle majeur dans le transport sodique à ce 
niveau. De ce fait, la diminution de la résistance transépithéliale observée suite au 
traitement aux TZDs (Zhang et al., 2005) requiert la synthèse de nouvelles protéines 
impliquées dans la régulation de l'activité d'ENaC et/ou de la Na/K ATPase. En effet, 
des augmentations de l'expression, du canal ENaC, de la SGK1 (Sérum and 
Glucocorticoid-inducible Kinase-1) (Artunc et al., 2008; Song et al., 2008) et des 
partenaires du canal dans le courant transépitélial situés du côté basolatéral : la Na+/K+-
ATPase (Riazi et al., 2006; Song et al., 2008) et l'aquaporine (AQP-2 et AQP-3) ont été 
observées (Song et al., 2008; Tiwari et al., 2008). 
20 
Des études récentes ont montré qu'un traitement à la pioglitazone ou à la rosiglitazone 
d'une période de 4 jours chez des souris normales provoque un gain de poids significatif 
qui a été associé à une accumulation de fluide. De plus, un prétraitement avec 
l'amiloride, un bloqueur spécifique du canal ENaC, aboli la prise de poids provoquée par 
la pioglitazone (Guan et al., 2005). Par ailleurs, des souris knock out (KO) contre les 
PPARy spécifiquement au niveau du tubule distal (via la régulation du gène Cre sur le 
promoteur de l'AQP2) ont été générées. Chez ces souris KO, un traitement de 10 jours à 
la pioglitazone ou à la rosiglitazone ne provoque ni une augmentation du poids de 
l'animal ni une rétention de fluides au niveau du néphron distal (Guan et al., 2005). 
D'autre part, une exposition chronique aux TZDs chez des rats Sprague-Dawley normaux 
provoque une diminution drastique de la quantité d'urine (22%) et de l'excrétion sodique 
(44%) (Song et al., 2004). Cet effet ne semble pas être causé par une augmentation du 
débit de la filtration glomérulaire (Yang et al., 2003 ; Zanchi et al., 2004). Des études 
réalisées dans mon laboratoire d'accueil ont récemment montré qu'au niveau de 
l'ovocyte de xénope la rosiglitazone augmente l'activité des canaux sodiques ENaC de 
deux fois. Cette augmentation est accompagnée d'une augmentation de l'expression des 
différentes sous-unités du canal à la membrane de l'ovocyte (Renauld et al, 2010). 
Il est bien connu que la réabsorption de sodium par les canaux ENaC est liée à la 
sécrétion du potassium au niveau rénal. Cette sécrétion est effectuée par les canaux 
potassiques ROMK de la membrane apicale. De plus, les canaux potassiques 
basolatéraux, dont le KATP, contrôlent le potentiel de membrane et créent ainsi un 
gradient électrochimique favorable à la réabsorption de sodium. ROMK1 est la seule 
isoforme des canaux ROMK co-localisée avec les canaux ENaC au niveau du tubule 
collecteur. Cependant, une régulation des canaux potassiques ROMK1 par les PPARy n'a 
jamais été explorée au niveau rénal. 
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Figure 10 : Schéma représentant le rôle des PPARy au niveau du tubule collecteur 
rénal. L'activation des PPARy par les TZDs ou par des ligands endogènes régulent 
divers canaux de la membrane apicale du tubule collecteur rénal : Canal sodique 
épithélial (ENaC) régulé directement ou via la SGKl ; CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembranaire Regulator) et AQP, le rôle des PPAR7 dans la régulation de 
l'expression des canaux Cl" et canaux ROMKl n'est pas encore connu (Pavlov et al., 
2010). 
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2. BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES DU TRAVAIL 
Le canal potassique ROMK joue un rôle important dans la sécrétion du potassium au 
niveau rénal, il est, par conséquent, nécessaire de connaître les différents facteurs 
intervenant dans sa régulation, notamment les facteurs de transcriptions (PPARy) pour 
lesquelles les mécanismes moléculaires sont encore mal connus au niveau rénal. 
Le but de notre travail est d'étudier l'effet des PPARy dans la régulation des canaux 
potassiques ROMK1 au niveau rénal. 
Objectifs spécifiques 
Vérifier l'implication directe des PPARy dans la modulation de l'amplitude du courant 
potassique généré par les canaux ROMK1. 
Déterminer le rôle de SGK1 dans la régulation de l'activité des canaux ROMK1 par les 
PPARy. Muter dans un premier temps la sérine 44 en alanine, cette sérine étant un site 
spécifique de phosphorylation de ROMK1 par SGK1. Utiliser l'inhibiteur spécifique de 
SGK1 (GSK) afin de confirmer l'implication de cette protéine dans la régulation de 
ROMK1 par les PPARy. 
Mesurer l'expression protéique de SGK1 dans les ovocytes exprimant ROMK1 et PPARy 
par Western blot. 
Vérifier l'effet des PPARy sur l'expression membranaire des canaux ROMK1 à l'aide 
d'une série d'expériences d'immunofluorescences. 
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3. MATERIEL ET METHODES 
3.1. Techniques classiques de biologie moléculaire 
3.1.1. Mini-préparations d'ADN  ^
Les séquences codantes du canal ROMK1 ont été clonées dans le vecteur Psport 
contenant le promoteur eucaryote T7 fourni gracieusement par Dr E. Brochiero 
(Université de Montréal) (Brochiero et al., 2002). La séquence de PPARy nous a été 
fournie par Dr M.F Langlois (Université de Sherbrooke). Cette séquence a été sous-
clonée dans notre laboratoire au niveau du vecteur Psd5 contenant le promoteur eucaryote 
Sp6. Ces différents vecteurs contiennent aussi le gène de résistance à Pampicilline. 20 (il 
des bactéries DH5a compétentes ont été transformées avec 0.5 de chacun de ces vecteurs 
puis étalées sur un milieu de culture bactérienne solide contenant de l'ampicilline (diluer 
au l/1000éme). Les colonies ont ensuite été repiquées et mises en culture dans un milieu 
liquide où on a ajouté l'ampicilline. Le vecteur contenant le gène d'intérêt a été extrait 
des bactéries et purifié selon le protocole du kit «QIAprep Spin Miniprep Kit». Chaque 
colonie transformée nous permet d'obtenir entre 500 à 700 ng/fil de vecteur avec le gène 
d'intérêt dans un volume final de 50 jil d'eau stérile. 
3.1.2. Transcription in-vitro 
L'ADN plasmidique est linéarisé avec une enzyme de restriction Notl dont le site cible se 
situe entre la région de polyadénylation et le promoteur de la T7 polymérase afin de 
conserver l'intégrité du gène d'intérêt. Ensuite la purification de l'ADN linéaire est 
réalisée par le protocole du Kit Invitrogen « QIAquick PCR Purification Kit », puis 
transcrit in-vitro par l'ARN polymérase T7. Un traitement à l'ADNase est ensuite 
effectué afin de dégrader l'ADN. L'ARN est purifiée en utilisant le protocole du kit 
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Invitrogen «RNeasy Mini Kit», et dosée au spectrophotomètre, puis aliquotée et stockée à 
-80°C. Des protocoles similaires ont été appliqués pour la transcription in vitro des 
PPARy. 
3.2. Mutagenèse dirigée 
La mutagenèse dirigée a été effectuée sur la sérine S44 afin d'obtenir différentes 
mutations sur la protéine ROMK1. Cette technique permet d'effectuer des modifications 
de substitutions d'un ou plusieurs acides aminés de la séquence codante à l'intérieur de la 
séquence d'ADN à amplifier. D'une manière générale, l'intervention à l'intérieur d'un 
segment d'ADN par PCR nécessite deux amorces oligonucléotidiques complémentaires 
de 27 à 30 bases commençant par une guanine ou une cytosine et contenant la ou les 
mutations placées au centre. On mélange 0.5 fil de chacun des deux oligonucléotides sens 
(5' GGCAAGGCTGGTCGCTAAAGAAGGAAG 3') et anti-sens (3' 
CCGTTCCGACCAGCGATTTCTTCCTTC 5') [125 ng/ jil], 0.5 ni de plasmide parental 
[30 ng/ pi], 2.5 jil du tampon 10X, 4 pi de dNTP [125 ng/jil] (Invitrogen), on ajoute de 
l'eau nanopure pour un volume total de 25 fil et 1 pi de PfuTurbo DNA Polymirase [2.5 
caractiristiques/nl] (Stratagen). 
La Figure 11 décrit le programme de la réaction PCR. Une dénaturaiion initiale des brins 
d'ADN à 95 °Ç pendant le premier et le deuxième cycle, ce qui les rend accessibles aux 
amorces, suivie d'un 3*™' cycle où la température est abaissée à 55 °C pour permettre 
l'hybridation entre les régions homologues. La réaction de polymérisation s'effectue 
ensuite à 72 °C, température à laquelle la polymérase est active. Le deuxième cycle est 
répété 30 fois afin d'obtenir une quantité suffisante d'ADN contenant la mutation. À la 
fin du programme, la température est maintenue à 12 °C, ce qui bloque la réaction de 
PCR. Par la suite 5 pi du produit de la PCR est migré sur gel d'agarose (1 %) pour 
s'assurer de l'amplification de l'ADN. Au terme de la polymérisation nous avons un 
produit de PCR linéaire à une taille de 6.0 Kilobases avec la mutation désirée ainsi que 
l'ADN parental. 
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Figure 11: Protocole de la mutagenèse dirigée par PCR. 
L'ADN parental, amplifié par des bactéries DH5a, comporte des méthylations sur 
certains de ses nucléotides. Cette particularité permet de le distinguer du produit de PCR. 
L'ADN parental est dégradé par 4 U d'enzyme de restriction Dpnl (Promega), qui 
reconnaît spécifiquement l'ADN méthylée, ajoutée dans les 20 ji.1 du mélange de PCR. 
L'incubation se fait à 37°C pendant un minimum d'une heure. 
1 JULI du produit de PCR est utilisé pour transformer 50 fil de bactérie DH5a, les colonies 
obtenues sont amplifiées et l'ADN est extrait de ces bactéries selon les protocoles décrits 
plus haut. L'ADN est ensuite séquencé afin de s'assurer de la présence de la mutation 
(figure 12). 
ROMKl sauvage 5' CCGGCAACGGGCAAGGCTGGTCTCTAAAGAAGGAAGATGTAA 3' 
ROMKl (S44A) 5' CCGGCAACGGGCAAGGCTGGTCGCTAAAGAAGGAAGATGTAA 3' 
Figure 12 : Alignement des séquences d'ADN ROMKl avant et après la mutation de 
la Sérine 44 en Alanine (S44A). 
3.3. Prélèvement des ovocytes et injection de l'ARN 
L'ovocyte de xénope (Figure 12) est un modèle largement utilisé pour étudier 
l'expression protéique et les propriétés fonctionnelles des transporteurs membranaires et 
les canaux ioniques. Comme toutes les cellules eucaryotes supérieures, l'ovocyte dispose 
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d'une machinerie et d'un équipement de synthèse protéique complet et similaire à celui 
d'une cellule de mammifère. 
La grenouille est anesthésiée en la plongeant pendant 5 à 10 min dans une solution 
aqueuse contenant 2.6 g de MS222 (Ethyl 3-aminobenzoate, methanesulfonic acid sait) et 
7.8 g de KHCO3 (soit une concentration de 5 mM de MS222 et 39 mM de KHCO3). Les 
ovocytes sont obtenus par une incision de la peau de 1.5 à 2 cm sur le côté de l'abdomen 
suivi d'une coupe aux ciseaux du muscle sous-jacent. 
Les ovaires récupérés sont ensuite placés dans la solution MBS sans Ca2+ contenant (en 
mM) : 90 NaCl, 1 KC1, 2.4 NaHC03, 0.82 MgCfe et 10 de HEPES avec un pH 7.4 
ajoutant de pénicilline et de streptomycine (100 mg/ml). 
Les lobes de l'ovaire prélevés sont coupés en petits morceaux et mis dans la solution 
MBS sans Ca2+ avec 30 mg de collagénase (la collagénase permet la dégradation de la 
membrane folliculaire des ovocytes). Les ovocytes sont ensuite séparés mécaniquement 
par une pipette en verre. Les ovocytes sont classés en six stades sur des critères 
morphologiques, seuls les ovocytes du stade 5 et 6 (les plus gros) sont conservés à 18°C 
dans la solution MBS avec Ca2+. 
Injection des ovocvtes 
Par une étireuse de pipette, les capillaires en verre sont étirés pour former des pipettes 
d'injection. Des traits de graduations millimétriques sont tracés sur la pipette. Chaque 
1 mm détermine un volume de 100 ni. Par la suite, nous injectons 5 ng d'ARNc de 
ROMK1 en présence ou en absence de 5 ng de PPARy par ovocyte. Afin de préserver 
l'intégrité du noyau localisé au niveau du pôle animal, l'injection est effectuée au niveau 
du pôle végétal de l'ovocyte. 
Les ovocytes injectés sont ensuite incubés pendant 48 h à 18 °C dans une solution MBS 
avec Ca en présence ou en absence de 10 JIM de la rosiglytazone. Ces ovocytes sont 
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ensuite utilisés pour des mesures électrophysiologiques qui sont réalisées avec la 
technique de voltage-clamp en double microélectrodes (TEVC). 
Le ligand rosiglytazone (un composé synthétique couramment utilisé dans le traitement 
de la résistance à l'insuline associée au diabète de type II) permet l'activation des PPAR 
gamma après sa fixation sur le récepteur nucléaire. 11 a été utilisé dans cette expérience 
afin de comparer le courant potassique mesuré par le voltage-clamp entre différentes 
conditions. 
Figure 13 : Photographie d'une femelle de Xénope et de ses ovoeytes. 
3.4. Mesure de l'activité de ROMK1 (Voltage clamp à doubles électrodes) 
3.4.1. Principe 
La taille importante de l'ovocyte de Xénope (1,2 à 1,3 mm de diamètre) permet de 
mesurer les courants macroscopiques par la technique de double électrode ou TEVC à 
l'aide d'un amplificateur GeneClamp 500 (Axon Intruments). L'œuf est alors empalé par 
deux microélectrodes contenant une solution KC1 3 M. La première maintient le potentiel 
de membrane (Vm) entre les faces interne et externe de la membrane à une valeur 
constante et choisie par l'expérimentateur (Vi). Une deuxième électrode va permettre de 
mesurer l'intensité du courant obtenu en réponse (Figure 13). Le courant mesuré 
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correspond à l'activité de l'ensemble des canaux ROMKl exprimés à la membrane 
plasmique. 
Figure 1H : Représentation du circuit en voltage clamp à deux électrodes. 
Vra: potentiel de membrane. Vcom: potentiel imposé par l'expérimentateur. I : courant 
mesuré. 
3.4.2. Conditions expérimentales 
Chaque ovocyte injecté est déposé dans une chambre de Leucite permettant de perfuser 
en continu une solution contrôle dont la composition (en mM) est : 5 KC1, 96 NaCl, 
1 MgCh, 2 CaCb et 10 HEPES avec un pH=7,4. Selon l'article Anthony D.O'connell et 
al. 2005. Pour vérifier s'il s'agit bien du canal potassique on perfuse une solution de 
blocage qui contient 5mM de barium. Cette solution est composée de (en mM): 5 KC1, 86 
NaCl, 5 BaCh, 1 MgCh, 2 CaCh et 10 HEPES, ajuster a un pH de 7,4. Le courant 
potassique est enregistré à un potentiel de -100 mV. Ce potentiel nous permet 
d'enregistrer le courant potassique entrant enregistré par les canaux ROMKl. Le potentiel 
d'inversion de ces canaux est en moyen de -20 mV dans nos conditions expérimentales. 
Le potentiel d'inversion étant le potentiel où le courant potassique net est nul (la quantité 
d'ions entrants est égale à la quantité d'ions sortants), les valeurs du potentiel supérieur 
au potentiel d'inversion correspondent au courant potassique sortant. 
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3.5. Immunobuvardage 
Les oocytes sont lysés (30 p.l/oocytes) par pipetage avec le bout de pipette 200 pi dans du 
Tampon de lyse (50 mM Tris-HCl [pH 7,5], 5 mM EDTA [pH 8,0] 100 mM NaCl, 1% 
Triton X-100, 5 % glycerol, 0.2 mM orthovanadate de soduim, 40 mM B-
glycerophosphate, 50 mM NaF, 10 (ig/ml aprotinin, 10 ng/ml leupeptin, 10 fig/ml 
pepstatin A) et centrifugés 10 minutes à 20 000 g dans un Pêcheur AccuSpin et le petit 
centrifugeur benchtop qui sert à enlever les protéines et les lipides. Les concentrations de 
protéines ont été mesurées par l'essai acide bicinchoninique (BCA) (Pierce, Nepean, ON, 
Canada) avec l'Albumine de Sérum Bovine (BSA) standard. Les protéines ont été 
séparées par la SDS-PAGE dans les gels de 10 % et transférées sur les membranes PVDF 
(PerkinElmer, Waltham, MA). Les membranes ont été bloquées 1 h à la température de 
pièce dans du "Phosphate Buffered Saline" (PBS) contenant 6 % de lait en poudre et ont 
été ensuite incubées pendant une nuit à 4 °C avec les anticorps primaires dans du PBS 
contenant du lait en poudre de 3 %. 
Les membranes étaient incubées séparément dans les anticorps dirigés contre SGK1 
1:1000 (Abcam, Cambridge, MA) et GAPDH 1:2500 (Abcam) pendant 12 h. Par la suite, 
les membranes ont été rincées dans du PBS et incubées avec un anticorps secondaire 
(1:1000) (Baie d'Urfé, QC, Canada). Les bandes ont été visualisées avec Western 
Ligthning Plus-ECL (PerkinElmer). 
3.6. Microscopie confocale 
Les oocytes de xénope ont été injectés avec l'ARNc PPARy et ROMK1 auquel une 
étiquette GFP est ajoutée au niveau N-terminal. Les ovocytes ont été traités pendant 48 h 
avec 10 fiM de RGZ en présence et en absence de 10 (iM de GSK. Par la suite, les 
ovocytes ont été lavées 3x pendant 15 min au PBS (IX). La fluorescence de ROMK1-
GFP a été observée en microscope confocale à l'aide d'un microscope Olympus IX-81 
équipé d'un, système confocale FV1000 (Olympus Canada, Markham, ON Canada), avec 
un objectif UPLSAPO 10X et une platine motorisée Prior Proscan II. La fluorescence de 
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R0MK1-GFP est détectée en utilisant une longueur d'onde de 488 nm. Toutes les 
images obtenues ont été analysées avec le logiciel Metamorph 7 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA). 
Remarque : Les canaux potassiques ROMK1 étiqueté GFP ont les mêmes propriétés 
électrophysiologiques que les canaux ROMK1 (Wang et al., 2005). Il nous a été fourni 
gracieusement par Dr. Wang W.H. (Collège médical de New York, Département de 
pharmacologie, Valhalla, NY 10595). 
Statistiques 
Les données obtenues à partir des enregistrements électrophysiologiques du voltage-
clamp ont été analysées avec le logiciel Clampfit 10.0. La fluorescence moyenne est 
mesurée avec le logiciel Metamorph 7. Les valeurs moyennes obtenues sont analysées 
avec le test t alternatif de Student lorsqu'il n'y a que deux classes de résultats à comparer. 
Les valeurs de p < 0.05 sont considérées comme significatives. 
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4. RÉSULTATS 
4.1. La RGZ induit le courant potassique généré par les canaux ROMKl 
Compte tenu de l'importance des canaux ROMKl dans la sécrétion et le recyclage des 
ions potassiques au niveau du néphron distal, il est essentiel de comprendre le mécanisme 
de régulation des canaux potassiques ROMKl par les PPARy. Pour cela, nous avons 
mesuré les courants potassiques générés par ces canaux au niveau de l'ovocytë de xénope 
traité ou non avec 10 jiM de la RGZ pendant 48 h, injectés préalablement avec l'ARNc 
pour ROMKl en présence ou en absence d'ARNc de PPARy. Les courants potassiques 
ont été mesurés à -100 mV. 
Dans une série d'expériences, nous avons mesuré le courant potassique sur des ovocytes 
non injectés avec les canaux ROMKl afin de comparer l'amplitude du courant potassique 
généré par les canaux endogènes par rapport aux canaux ROMKl surexprimés. Nos 
résultats montrent que le courant potassique généré par les canaux potassiques 
endogènes, bloqué par le Barium, est quasi-nul. 
Les résultats représentés dans la Figure 14 A montrent des enregistrements obtenus à 
-100 mV en présence de 5 mM de KC1. Dans les ovocytes injectés avec le canal ROMKl 
seul ou ROMKl et PPARy traité avec le véhicule (DMSO) pendant 48 h on enregistre un 
courant potassique entrant de l'ordre de 0.6 jxA. Dans les ovocytes exprimant ROMKl et 
les PPARy traités à la RGZ on observe une augmentation du courant potassique de deux 
fois (1.2 jiA). Par contre, aucun effet de la RGZ n'a été observé sur les ovocytes 
exprimant ROMKl seul. Il est important de noter que l'amplitude du courant enregistré 
dans les ovocytes exprimant ROMKl et PPARy traités seulement avec le véhicule sont 
similaires aux courants enregistrés avec ROMKl seul. La différence de courant en 
présence et en absence du Barium représente le courant potassique généré par ROMKl. 
En effet, la solution contenant 5 mM de BaCfe a été utilisée pour bloquer les canaux 
ROMKl. 
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Figure \è: La RGZ augmente le courant potassique en présence de PPARy. 
A, exemples de courants potassiques mesurés à -100 mV dans différente condition. 
B, moyenne de l'ensemble des enregistrements obtenus à -100 mV sur des ovocytes 
exprimant ROMK1 seul ou ROMK1 et PPARy, incubés ou non dans 10 jxM de RGZ. 
*P<0.05 (n=20). 
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Par la suite, nous avons vérifié l'effet des PPARy sur l'amplitude des canaux potassiques 
ROMKl à différents voltages imposés. Ces expériences ont été effectuées sur des 
ovocytes co-exprimant ROMKl et PPARy traités ou non avec 10 |iM de la RGZ. 
La Figure 16A montre un exemple de courants potassiques totaux enregistrés à l'aide 
d'une série de puises dépolarisants allant de -120 mV à + 40 mV par incrément de 20 mV 
pendant 500 ms. La différence entre les enregistrements électrophysiologiques obtenus en 
présence et en absence de 5 mM du Barium représente le courant potassique généré par 
les canaux ROMKl, il sera présenté sous forme de courbe courant-voltage (I/V). 
La moyenne des différentes courbes courants-voltages est montrée dans la figure 16B. 
Les courbes ont été obtenues à partir des ovocytes co-exprimant ROMKl et PPARy 
traités ou non avec 10 |a.M de la RGZ. Dans ces conditions est observé une augmentation 
de l'amplitude du courant potassique sensible au Barium de l'ordre de deux fois pour les 
différentes valeurs du voltage imposé suite à un traitement avec la RGZ. 
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Figure 16 : La RGZ augmente le courant potassique sensible au Barium des canaux 
ROMK1 à différents voltages imposés. A, enregistrement représentatif des courants 
enregistrés en présence et en absence de 5 mM de Barium à différents voltage imposé. B, 
courbes courant-voltages réalisées sur des ovocytes exprimant ROMK1 et PPARy 
incubés en présence (•) ou en absence (Q) de 10 jiM de RGZ (n=20) * P< 0.05. 
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Afin de confirmer que l'effet de la RGZ sur les canaux potassiques ROMKl est bel et 
bien médié par les PPARy, nous avons tout d'abord mesuré le courant potassique dans 
des ovocytes exprimant ROMKl seul, traité ou non avec 10 p.M de RGZ. La Figurel7 
montre la moyenne des différentes courbes courant-voltages obtenues à partir des 
ovocytes exprimant seulement ROMKl. Nos résultats montrent que le traitement avec la 
rosiglitazone n'a pas d'impact sur le courant potassique généré par les canaux ROMKl 
en absence de l'expression de PPARy. 
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Figure 17: La RGZ n'a pas d'effet sur le courant potassiques sensible au Barium 
des canaux ROMKl en absence de l'expression des PPARy. Courbes courant-voltages 
réalisées sur des ovocytes exprimant ROMKl seul incubés ou non dans 10 ^M de RGZ 
(n=20). 
Par la suite, nous avons effectué des expériences en présence d'un antagoniste des 
PPARy, le GW9662. Dans des conditions similaires à celles décrites ci-dessus, des 
mesures de courant potassique ont été réalisées sur des ovocytes pré-incubés pendant 
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24 h dans une solution physiologique contenant ou non 10 pM de GW9662, les courbes 
courant-voltages ont été réalisées afin de mesurer le courant potassique généré par 
ROMKl après traitement avec 10 nM de RGZ pendant 48 h. Les résultats présentés dans 
la figure 18 montrent que chez les ovocytes qui expriment les PPARy et ROMKl l'effet 
activateur de la RGZ est totalement aboli lorsque les ovocytes sont prétraités durant 24 h 
avec l'antagoniste GW9662. Ces résultats suggèrent fortement que l'augmentation du 
courant potassique observé sous le traitement à la RGZ passe par des mécanismes PPARy 
dépendants. 
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Figure 18: L'antagoniste des PPARy bloque l'effet de la RGZ sur le courant 
potassique. Courbes courant-voltages réalisées sur des ovocytes préalablement traités 
avec 10 ^M de GW9662, exprimant ROMKl et PPARy incubés dans 10 jiM de RGZ 
(n=20) * P< 0.05. 
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4.2. Détermination de l'implication de SGK1 dans la régulation de ROMK1 
Pour vérifier si l'effet de la RGZ sur le courant potassique généré par les canaux ROMK1 
passe par une phosphorylation directe du canal par la protéine SGK1, nous avons réalisé 
deux séries d'expériences. 
Tout d'abord nous avons utilisé la technique de mutagenèse dirigée pour substituer le 
résidu sérine 44 du canal ROMK1 par une alanine. En effet, la serine 44 est le site de 
phosphorylation de SGK1 et PKA localisé au niveau N-terminal du canal ROMK1 
(Palmada et al., 2003, Yoo et al., 2003, Yun et al., 2002). L'équipe de Yoo a montré que 
les canaux ROMK1 sont activés par la SGK1 suite à une phosphorylation de la serine 44 
(Yoo et al., 2003). Une étude de notre laboratoire a récemment montré qu'au niveau des 
ovocytes de xénope, les PPARy régulent les canaux sodiques ENaC par une activation 
transcriptioimelle de la protéine SGK1. Ce qui nous a mené à vérifier l'hypothèse de 
l'implication de cette protéine dans la régulation des canaux ROMK1 par les PPARy. 
L'effet de la co-expression des PPARy avec ROMK1 soit de type sauvage ou muté sur la 
sérine44 en présence ou non de la RGZ est par la suite évalué en mesurant les courants 
potassiques. 
Les courbes courant-voltages réalisées sur des ovocytes exprimant le canal ROMK1 muté 
ou de type sauvage montrent que la mutation de la Sérine 44 en Alanine (S44A) n'affecte 
pas le courant généré par les canaux ROMK1 (Figure 19). 
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Figure 19: La mutation de la Serine 44 en Alanine n'affecte pas le courant 
potassique des canaux ROMKl. Courbes courant-voltage réalisées sur des ovocytes 
exprimant ROMKl muté ou non muté traités avec 10 |iM de RGZ (n=15). 
Nous avons également noté que dans les ovocytes qui expriment ROMKl muté et 
PPARy, traités avec la rosiglitazone aucune différence au niveau de l'amplitude du 
courant potassique n'est mesurée par rapport aux ovocytes exprimant ROMKl muté et 
PPARy et non traité avec la rosiglitazone (Figure 20). Lorsque les ovocytes expriment 
ROMKl muté et PPARy en présence de la RGZ l'effet activateur de la rosiglitazone est 
totalement aboli sur les canaux ROMKl. Ce résultat suggère que laphosphorylation de la 
serine 44 est importante dans l'activation du canal ROMKl par les PPARy. 
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Figure 20: Importance de la serine 44 dans la régulation du courant potassique par 
les PPARy. Courbes courant-voltages obtenues sur des ovocytes co-exprimant PPARy et 
ROMKl muté au niveau de la sérine 44 par alanine, traités ou non avec la RGZ (n=15). 
La deuxième série d'expériences consiste à étudier d'avantage l'implication de la SGK1 
dans l'activation de ROMKl par les PPARy. Nous avons donc effectué des expériences 
en présence d'un inhibiteur de SGK1, appelé GSK. Des expériences de voltage clamp 
similaires à celles décrites ci-dessus ont été réalisées sur des ovocytes co-exprimant 
ROMKl et PPARy traités soit avec le véhicule (DMSO), 10 |iM de RGZ ou une 
combinaison RGZ et 10 ^M de GSK pendant 48h. Nos résultats présentés dans la Figure 
21 montrent la moyenne des enregistrements obtenus à -140 mV. Comme prévu nous 
observons l'augmentation du courant potassique lorsque les ovocytes sont traités avec la 
RGZ, cependant la présence de l'inhibiteur de la SGK1 abolie totalement l'effet de la 
RGZ sur l'activation des canaux ROMKl. Ce résultat montre que l'inhibition de la SGK1 
permet de bloquer l'effet PPARy sur la régulation des canaux potassiques ROMKl. 
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Figure 21: Implication de la SGK1 dans la régulation du courant potassique par les 
PPARy. Moyenne des valeurs de courant obtenues à -140 mV sur des ovocytes co-
exprimant ROMKl et PPARy incubés ou non dans la RGZ et GSK (un inhibiteur de la 
SGK1) n=9 H<0.05. 
4.3. Mesure de l'expression de SGK1 dans l'ovocyte par Western blot 
Dans le but de confirmer l'implication de la SGK1 dans cette voie de régulation nous 
avons également vérifié si l'activation de ROMKl par la RGZ est corrélée avec 
l'augmentation de l'expression protéique de la SGK1. Nous avons donc réalisé des 
expériences de western blot sur des extractions protéiques des ovocytes exprimant 
ROMKl et PPARy, traités ou non à la RGZ pendant 24 h, 36 h et 48 h. Les résultats 
présentés dans la Figure 22, montrent un exemple de western blot obtenu à partir des 
extraits d'ovocytes exprimant ROMKl et PPARy traités ou non à la RGZ pendant 24 h, 
36 h et 48 h. On détecte la bande SGK1 à un poids moléculaire de 56 kDa ce qui 
concorde avec la littérature (Taruno et al., 2008), le GAPDH a été utilisé comme contrôle 
interne. Les bandes détectées à différentes conditions ont été normalisées par rapport aux 
extraits protéiques des ovocytes non injectés avec ROMKl et PPARy. La quantification 
DMSO RGZ RGZ+GSK 
H 
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de l'intensité relative des bandes montre que le traitement à la RGZ augmente 
significativement l'expression de la SGK1 après un traitement de 24 h, 36 h et 48 h. Ce 
résultat suggère que l'augmentation de l'expression de la SGK1 pourrait être responsable 
de l'augmentation de l'activité des canaux potassiques ROMK1. 
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Figure Augmentation transcriptionnelle de la SGK1 suite au traitement à la 
RGZ. A) Western blot obtenu sur des ovocytes co-exprimant ROMK1 et PPARy incubés 
ou non dans la RGZ pendant 24 h, 36 h et 48 h. B) Quantification des intensités relatives 
des bandes détectées (n=7 à 8). * P< 0,01 ; ** P< 0,001 ; a P<0,05 
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4.4. Effet des PPARy sur l'expression membranaire des canaux ROMKl 
Les résultats présentés auparavant montrent que le traitement à la RGZ semble augmenter 
l'activité des canaux ROMKl via la protéine SGKl. De ce fait, nous avons cherché à 
déterminer si la stimulation induite par la RGZ, observée au niveau du courant 
potassique, est corrélée avec une augmentation de l'expression de ROMKl à la surface 
membranaire de l'ovocyte. Des expériences de détection de la fluorescence par 
microscopie confocale ont été faites sur des ovocytes exprimant PPARy et ROMKl 
auquel une étiquette GFP est ajoutée au niveau N-terminal. 
Avant de procéder à la technique de Pimmunofluorescence nous avons tout d'abord 
vérifié par la technique de voltage-clamp si la présence de l'étiquette GFP sur ROMKl 
pourrait influencer l'activité du canal potassique. L'ADN de GFP-ROMK1 a été transcrit 
in vitro puis injecté dans les ovocytes de xénope. Ces derniers ont été par la suite traités 
avec le DMSO pendant 48 h. Le courant potassique généré par les canaux GFP-ROMK1 
a été enregistré à différents voltages imposés. 
Les courbes courant-voltages présentées sur la Figure 23 nous montrent que le courant 
potassique généré par le canal GFP-ROMK1 se comporte de façon similaire à celui du 
canal ROMKl de type sauvage, et que l'étiquette GFP n'a pas changé les propriétés 
électrophysiologiques du canal comme cela a été décrit dans la littérature (Wang et al., 
2005). 
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Figure 23 : Les canaux GFP-ROMKl se comportent de façon similaire aux canaux 
ROMK1 type sauvage. Enregistrement obtenu sur des ovocytes exprimant GFP-
ROMKl ou ROMK1 type sauvage. (n=8) 
La Figure 24 montre des images obtenues en microscopie confocale à partir des ovocytes 
non-injectés et des ovocytes exprimant GFP-ROMKl et PPARy traités ou non pendant 
48 h avec 10 (xM de RGZ en présence et en absence de 10 fxM de GSK. Les ovocytes non 
injectés ont été utilisés comme contrôle pour déterminer la valeur de la fluorescence en 
absence de l'expression de GFP-ROMKl. Les résultats ont été normalisés par rapport 
aux valeurs obtenues à partir des ovocytes traités seulement avec le DMSO. La 
quantification de l'intensité relative montre que la RGZ a induit une augmentation de 
20 % de l'expression de ROMK1 à la membrane plasmique des ovocytes de xénope. 
Cette augmentation est totalement abolie par la présence de l'inhibiteur de SGK1. 
Ces résultats suggèrent que l'augmentation induite par la rosiglitazone sur le courant 
potassique généré par les canaux ROMK1 pourrait être due à une augmentation de 
l'expression du canal à la membrane plasmique de l'ovocyte. 
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Figureé^: Augmentation des canaux ROMKl à la membrane plasmlque suite au 
traitement à la RGZ. A) Mesure de l'expression membranaire des canaux ROMKl sur 
des ovocytes co-exprimant GFP-ROMK 1 et PPARy incubés ou non dans 10 |*M de la 
RGZ et 10 fxM de la GSK pendant 48 h. B) Quantification des intensités relatives de 
fluorescence (n=10 à 12). ** P < 0.005 
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S. Discussion 
Les agonistes des PPARy ont des effets thérapeutiques significatifs chez les personnes 
atteintes de diabète du type 2; pourtant, ces agents peuvent provoquer la rétention de 
fluide et par conséquent l'œdème chez certains patients diabétiques. Plusieurs études 
révèlent une relation entre les PPARy, la SGKl et le canal sodique épithélial ENaC. En 
effet, différentes équipes de recherche ont montré que les PPARy sont impliqués dans 
l'induction de la rétention de fluide et la réabsorption de sodium par les TZDs au niveau 
de la partie distale du néphron (Guan et al, 2005; Yang et al, 2008; Zhang et al, 2005 ; 
Chen et al, 2005; Chanson et al, 2004; Tiwari et al, 2008). Par contre selon d'autres 
études, le canal ENaC ne joue pas un rôle essentiel dans la formation des œdèmes rénaux 
suite à un traitement par les TZDs. En effet Vallon et ses collaborateurs (Vallon et al, 
2009) ont associé la formation de l'œdème à une augmentation de l'expression et 
l'activité d'un canal cationique non sélectif. 
Des études très récentes de notre laboratoire ont montré-qu'au niveau de l'ovocyte de 
xénope la rosiglitazone augmente l'activité des canaux sodiques ENaC de deux fois. 
Cette augmentation est accompagnée d'une augmentation de l'expression des différentes 
sous-unités du canal à la membrane plasmique de l'ovocyte (Renauld et al, 2010). 
Renauld a également montré que les PPARy régulent ENaC par une activation 
transcriptionnelle de la protéine SGKl selon deux mécanismes: soit par une interaction 
directe avec le canal, phosphorylation et augmentation de l'activité du canal, soit par une 
phosphorylation de Nedd4-2 ce qui empêche l'internalisation et l'ubiquitination du canal 
(Renauld et al, 2010). 
Il est bien établi qu'au niveau du tubule collecteur rénal, la réabsoiption de sodium est 
étroitement liée à la sécrétion du potassium. Cette sécrétion est effectuée par les canaux 
potassiques ROMK1 au niveau de la membrane apicale. 
Dans la présente étude nous avons démontré qu'au niveau de l'oocyte de xénope la 
rosiglitazone, un agoniste de PPARy, augmente le courant potassique généré par les 
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canaux R0MK1 (Figure 15; Figure 16). Cette augmentation est totalement abolie suite à 
un prétraitement avec l'antagoniste des PPARy, le GW9662 (Figure 18). En outre, 
l'utilisation des oocytes de xénope, un modèle qui n'exprime pas les PPARy endogènes 
(Renauld et al., 2010) ainsi que l'utilisation du Barium comme bloqueur des canaux 
potassiques nous ont permis d'une part de mesurer le courant potassique global produit 
par les canaux ROMK1 et non pas par les canaux cation non sélectifs, et d'autre part de 
confirmer que l'augmentation de l'activité des canaux ROMK1 induite par la 
rosiglitazone dépend des PPARy. 
Nous avons également démontré que la SGK1 est directement impliquée dans la 
régulation du courant potassique généré par les canaux ROMK1 par les PPARy. En 
effet, l'activité de ROMK1 peut être augmentée par la serine-thréonine kinase SGK1 via 
une phosphorylation d'une serine au motif RXRXX(S/T) située au niveau de la partie N-
terminale de ROMK1 (Lang et al, 2006; Kobayashi et aL, 1999). 
Les résultats obtenus par la mutation de la sérine 44 en alanine et l'utilisation de 
l'inhibiteur de SGK1 nous montrent l'implication de la SGK1 dans l'activation des 
canaux ROMK1 par les PPARy (Figure 20; Figure 21). La mutation de la sérine 44 aboli 
totalement l'effet de l'activation des PPARy sur le courant potassique des canaux 
ROMK1 suggérant l'importance de la phosphorylation de cette sérine dans l'activation 
du canal. Il a été montré qu'au niveau de l'ovocyte de xénope la sérine 44 des canaux 
ROMK1 est essentielle pour la phosphorylation de ce canal par SGK1 (Yoo et al, 2003; 
Kahle et al, 2003; Kobayashi et al, 1999). L'inhibition du courant potassique observé 
suite au traitement avec le GSK650394 a été expliquée par l'inhibition de la SGK1. Le 
GSK650394 est relativement sélectif pour la SGK1 que pour autres kinases (Sherk et al, 
2008). Cependant, d'après nos résultats nous pouvons conclure que l'activation de 
PPARy mène à une phosphorylation directe de la serine 44 des canaux ROMK1 par 
SGK1 endogène. Ce serait un mécanisme responsable de l'augmentation de l'activation 
du canal ROMK1 suite au traitement à la rosiglitazone dans l'oocyte de xénope. 
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Selon le type cellulaire, la transcription de SGK1 est régulée par plusieurs stimulus (par 
ex. minéralocorticoïdes, cytokines et les facteurs de croissance) (Lang et al, 2009; Côté 
sous le vent et al, 2008). Actuellement, il a été montré qu'au niveau du tabule collecteur 
distal la rosiglitazone stimule la transcription SGK1 par le PPARy (Renauld et al, 2010; 
Hong et al, 2003). Nos résultats suggèrent que l'activation des canaux ROMK1 par la 
rosiglitazone passe par la phosphorylation de la SGK1 et nous avons détecté une 
augmentation de l'expression protéique de la SGK1 au niveau de l'ovocyte après un 
traitement de 24h avec la rosiglitazone. Comme cela a été montré dans cette étude 
(Figure 22) et par d'autres études au niveau de l'ovocyte de xénope (Taruno et al, 2008 ; 
Renauld et al, 2010), la protéine SGK1 endogène est détectable et surexprimée dans les 
oocytes traités avec la rosiglitazone. Elle peut être détectée dans les espèces aussi 
distinctes que reguin et Caenorhâbditis elegans (Lang et al, 2006). En effectuant des 
extractions protéiques sur des ovocytes exprimant ROMK1 et PPARy traités ou non 
pendant 24 h, 36 h et 48 h, nous avons constaté que les oocytes exprimant ROMK1 et 
PPARy traités par le DMSO, l'expression de la SGK1 diminue légèrement après 36h de 
traitement. Des études récentes ont montré que les corépresseurs des récepteurs 
nucléaires (NcoR) et les médiateurs silencieux pour les récepteurs rétinoïdes et 
thyroïdiens (SMRT) peuvent réprimer l'activité transcriptionnelle des PPARy en absence 
de son ligand dans le tissu adipeux (Feige et al, 2006), ce qui pourrait expliquer la 
diminution de l'expression de SGK1 dans les oocytes non traités par la rosiglitazone 
(DMSO). L'expression de la protéine SGK1 a été augmentée dans les oocytes exprimant 
ROMK1 et PPARy traités par la rosiglitazone de façon significative après 24h, 36h et 48h 
d'incubation. Une autre étude de notre laboratoire a montré que l'expression des PPARy 
dans l'ovocyte de xénope est détectée 6h après l'injection (Renauld et al., 2010). 
L'ensemble de ces résultats suggèrent que l'augmentation de l'expression de SGK1 
pourrait être responsable de l'activation des canaux ROMK1 par la rosiglitazone. 
Les résultats présentés dans ce travail ont été observés sur le courant potassique global 
(ou macroscopique). Le courant macroscopique, peut être défini par la formule suivante: 
IK+ = i K-N. PO (OÙ ifc+ reflète le courant Ik+ unitaire du canal ROMK1, N représente le 
nombre de canaux actifs exprimés à la membrane de l'ovocyte, et Po la probabilité 
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d'ouverture de ces canaux). L'activation de ce courant peut donc être due à une 
augmentation de la conductance unitaire, du nombre de canaux ROMKl actifs à la 
membrane et/ou de leur probabilité d'ouverture. La conductance unitaire étant 
généralement constante, la régulation de la fonction d'un canal ionique généralement due 
à une modulation du nombre des canaux exprimés à la surface et /ou à une augmentation 
de leur probabilité d'ouverture. Dans notre cas nous avons observé une activation des 
canaux ROMKl par les PPARy. Les résultats que nous avons obtenus par microscopie 
confocale réalisés sur des ovocytes vivants exprimant ROMKl et PPARy incubés ou non 
dans la rosiglitazone montrent que l'augmentation du courant potassique est corrélée à 
une augmentation de l'expression des canaux ROMKl à la membrane plasmique. 
L'augmentation des canaux à la membrane peut être due à une augmentation du taux de 
synthèse des canaux, de leur translocation à la membrane ou encore à une diminution de 
leur dégradation. Récemment, il a été montré que WNK4 est un substrat de SGK1 qui 
phosphoryle la sérine 1169 au niveau C-terminal du canal ROMKl. La phosphorylation 
de WNK4 endogène par la SGK1 aboli l'effet inhibiteur de WNK4 sur les canaux 
ROMKl dans l'ovocyte de xénope ainsi une diminution de leur dégradation par WNK4 
(Ring et al., 2007 ; Kahle et al., 2003). Une autre étude dans l'ovocyte de xénope a 
montré que la SGK1 active également les canaux potassiques ROMKl soit par leur 
translocation à la membrane ou par activation des canaux inactifs existant déjà dans la 
membrane plasmique (Yoo et al., 2003). 
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6. CONCLUSIONS 
Les canaux ROMK1 jouent un rôle clé dans la réabsorption hydro-sodé au niveau rénal. 
Par l'ensemble des travaux effectués et présentés dans ce travail, nous avons contribué à 
améliorer les connaissances concernant la relation entre les récepteurs nucléaires, PPARy, 
et la régulation des canaux potassiques ROMK1. 
Les résultats présentés dans ce travail montrent l'effet de la rosiglitazone sur le courant 
potassique global généré par l'ensemble des canaux ROMK1 présents à la membrane. 
Nous avons également démontré l'implication de la SGK1 dans la régulation de l'activité 
des canaux ROMK1 par les PPARy d'une part en mutant son site de phosphorylation sur 
ROMK1 et d'autre part en utilisant son inhibiteur, GSK. Finalement, nos résultats 
montrent que l'activation par les PPARy passe probablement par une augmentation de la 
densité de ces canaux ROMK1 à la membrane plasmique. 
Les données présentées dans ce travail suggèrent que les canaux ROMK1 participent à la 
progression de la rétention de fluide et la formation d'œdème chez certains patients 
diabétiques traités aux thiazolidinediones. 
7. PERSPECTIVES 
Des expériences complémentaires pourraient ainsi renforcer nos connaissances sur le rôle 
des PPARy au niveau rénal. Tout d'abord, des mesures de patch-clamp devraient être 
effectuées dans les mêmes conditions que celles utilisées dans cette étude, pour permettre 
d'étudier l'effet des PPARy sur la probabilité d'ouverture des canaux ROMK1 au niveau 
unitaire. Ainsi que de vérifier par mutagenèse ou par utilisation des inhibiteurs 
l'implication de la PKA dans la régulation de ROMK1 par les PPARy 
D'autre part, il serait intéressant d'étudier la régulation de ROMK1 par les PPARy dans 
des monocouches de cellules du tubule collecteur rénal de mammifère, les mpkCCDcl4, 
et étudier l'effet des PPARy sur la régulation concomitante éventuelle des canaux KATP 
de la membrane basolatérale. 
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